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采 精 碱 对 棉铃 虫 中 肠 组 织 可 溶 型 海江 
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摘要 :【 目的 】 研 究 一 种 植物 源 化 合 物 栗 精 碱 对 棉铃 下 Helicoverpa armigera ( Hübner) 5 龄 幼虫 中 肠 
组 织 可 溶 型 海藻 糖 酶 的 活体 和 离 体 抑制 效果 ,初步 探索 其 抑制 作用 。【 方 法】 经 过 离子 交换 层 析 和 
AKEPA R5 龄 幼虫 中 肠 组 织 分 离 纯化 得 到 可 溶 型 海藻 糖 酶 ,通过 凝 胶 过 滤 层 析 确 定 其 分 
子 量 。 分 别 用 不 同 浓度 的 抑制 剂 进行 离 体 和 活体 抑制 研究 ,得 出 栗 精 碱 对 可 溶 型 海 沫 糖 酶 的 抑制 
率 和 抑制 中 浓度 (IC ) ,并 采用 Lineweaver-Burk 和 Dixon 作 图 法 分 析 抑 制 类 型 。【 结果 】 棉 铃 虫 中 
肠 可 溶 型 海藻 糖 酶 比 活力 为 2.022 U/mg, 回收 率 为 67. 57% ,纯化 倍数 为 23. 84 ,分子量 约 为 
67 kDa。 离 体 抑制 研究 表明 ,3.75, 7.5, 15 和 30 pmol/L 的 栗 精 碱 对 可 溶 型 海 荣 糖 酶 的 抑制 率 分 
别 为 42.00% , 50.30% , 58.3296 和 67. 3396 ;抑制 中 浓度 (ICio) 为 7.32 jmol/L。 通 过 Lineweaver- 
Burk 和 Dixon 作 图 法 ,确定 采 精 碱 是 棉铃 虫 中 肠 组 织 可 溶 型 海 汪 糖 酶 的 一 种 有 效 的 竞争 性 抑制 剂 ， 
Ki 值 为 4.9 pmol/L。 活 体 抑制 研究 表明 ,分 别 注射 深度 为 30, 15 和 7.5 pmol/L 4410 #20 h 
后 ,棉铃 正中 肠 可 溶 型 海藻 糖 酶 活性 被 显著 抑制 ( 忆 <0.05 ) 。 相 应 地 ,注射 后 随 着 时 间 的 延长 , 血 
淋巴 海藻 糖 含量 连续 增加 。 而 注射 采 精 碱 20 h 后 , 血 淋 巴 葡萄 糖 浓度 显著 下 降 ,使 棉铃 虫 的 能 量 
供给 出 现 障碍 。【 结 论 ] 结果 表明 , 采 精 碱 是 棉铃 下 中 肠 可 溶 型 海藻 糖 酶 的 一 种 有 效 的 抑制 剂 , 可 
为 下 一 步 开发 有 效 的 棉铃 虫 杀 忠 剂 提供 理论 支持 。 
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Abstract: [ Aim] The objective of the present study is to investigate the in vitro and in vivo inhibitory 
effects of castanospermine , a plant-derived chemical, on the soluble trehalase 1 ( Harmtrel) from midgut 
tissues of the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera and the inhibition mechanism. [Methods] Crude 


Harmtrel protein in the midgut tissues of the 5th instar larvae of H. armigera was isolated and purified by 
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ion exchange chromatography and hydrophobic chromatography. Molecular weight of the obtained 
Harmtrel protein was determined by gel filtration chromatography. Different concentrations of 
castanospermine were employed to determine the in vivo and in vitro inhibition rate and median inhibitory 
concentration ( IC.) on trehalase. The type of inhibition was determined with Lineweaver-Burk ' s and 
Dixon's mapping methods. [Results] The specific activity of enzyme, recovery rate, purification factor 
and the molecular weight of Harmtrel was 2. 022 U/mg, 67.57% , 23. 84 and 67 kDa, respectively. The 
in vitro inhibition assay showed that the inhibition rates of Harmtrel by 3.75, 7. 5, 15 and 30 pmol/L of 
castanospermine were 42. 0096 , 50. 30% , 58. 32% and 67. 3396 , respectively. And the median 
inhibitory concentration (ICs) was 7. 32 pmol/L. According to the results of Lineweaver-Burk ' s and 
Dixon' s mapping methods, castanospermine was an effective competitive inhibitor of Harmtrel with an 
inhibitory constant ( Ki) of 4.9 pmol/L. The in vivo inhibition assay indicated that the Harmtrel activity 
was markedly inhibited by 30, 15 and 7. 5 pmol/L of castanospermine at 10 and 20 h after injection 
(P «0. 05). Correspondingly, the content of lymphal Harmtrel increased constantly with time after 
injection. Nevertheless, the concentration of lymphal glucose decreased significantly and the energy 
supply of H. armigera became disordered at 20 h after injection of castanospermine. [ Conclusion] 
Castanospermine is an effective inhibitor of Harmtrel. Our results will supply a theoretical support to the 
development of effective insecticides in control of H. armigera in the future. 
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海藻 糖 作为 一 种 非 还 原 性 二 糖 ,是 多 数 昆 虫 体 
内 的 循环 糖 。 在 昆虫 体内 海棠 糖 由 oc, a-y e e 
特异 性 地 水 解 成 两 分 子 葡 萄 糖 ,葡萄糖 进一步 通过 
糖 醇 解 途径 及 三 羧 酸 循环 彻底 氧化 分 解 ,从 而 为 昆 
虫 代谢 提供 能 量 ( Thompson，2003 ) 。 除 此 以 外 , 海 
藻 糖 还 是 细胞 内 能 量变 化 的 监控 者 (Temesvari et 
al., 1996) 。 海 藻 糖 酶 在 昆虫 能 量 代 谢 过 程 中 具有 
重要 作用 ,能 通过 代谢 海 汪 糖 进 而 影响 昆虫 生长 发 
育 。 抑 制 昆 虫 体内 海藻 糖 酶 活性 可 抑制 昆虫 的 能 量 
供给 ,其 至 可 影响 昆虫 的 几 丁 质 合 成 ,导致 昆虫 无 法 
赔 皮 而 死亡 (Asano et al., 1990)。 昆 虫 中 的 海 汪 糖 
酶 具有 可 溶 型 和 膜 结 合 型 两 种 形态 。 可 溶 型 海藻 糖 
酶 游离 于 细胞 质 中 ,主要 分 布 在 中 肠 组 织 的 杯 状 细 
胞 腔 内 ( Mitsumasu et al., 2005 ) 和 J 血 淋 巴 组 织 
( Vaandrager et al., 1989) ; 而 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 主 
要 分 布 在 飞行 肌 、 卵 巢 细胞 ( Wegener et al., 2003) , 
中 肠 组 织 细 胞 表面 的 微 绒毛 和 基体 外 侧 膜 上 
( Capella et al.，1997 ) 。 除 了 存在 于 基体 外 侧 膜 上 
的 海藻 糖 酶 ,其 余 的 都 是 真正 的 消化 酶 。 而 中 肠 基 
部 的 海藻 糖 酶 主要 作用 是 催化 血 淋 巴 组 织 的 海藻 糖 
( Terra and Ferreira, 1994) 。 
虽然 海藻 糖 在 低 等 生物 的 能 量 代 谢 中 起 到 重要 
作用 ,但 是 在 哺乳 动物 (包括 人 类 ) 体内 并 不 能 合成 
海藻 糖 。 这 为 开发 对 人 类 健康 相对 安全 的 新 型 农药 
提供 了 靶 标 。 由 于 传统 化 学 农药 的 过 度 使 用 导致 了 
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害虫 耐 药 性 上 升 ,水 体 食 品 污染 等 不 良 后 果 ,急需 研 
出 对 翰 标 生物 高 效 、 对 非 靶 标 生 物 安全 、 在 产品 中 无 
残留 . 易 分 解 且 分 解 产 物 对 环境 无 害 的 新 型 农药 。 
研究 发 现 ,一些 植物 源 化 合 物 具有 类 似 效果 ,如 毒性 
B- 和 葡萄 糖苷 类 化 合 物 (Silva et al., 2006; 于 彩虹 等 ， 
2011) 和 糖苷 生物 碱 ( Hirayama et al., 2007 ) 对 海藻 
糖 酶 都 有 很 好 的 离 体 和 活体 抑制 效果 。 植 物 源 化 合 
物 来 源 于 自然 而 且 种 类 相当 丰富 ,其 中 很 多 天 然 植 
物 源 化 合 物 可 以 直接 用 作 杀 虫 剂 或 作为 模板 来 设计 
xm m By a up. JA SR DE x 3€ Castanospermum 
australiae 种 子 中 提取 的 栗 精 碱 属于 嘻 哄 里 西 啶 生 
物 碱 ( Hohenschutz et al., 1981) ,是 含 氮 的 海藻 糖 类 
似 物 。 含 有 一 个 哌 啶 与 吡咯 环 稠 合 而 成 的 氮 杂 双 
环 ,其 六 元 环 中 心 的 构 型 与 葡萄 糖 的 构 型 一 致 。 过 
去 主要 将 栗 精 碱 作为 抗 病毒 药物 进行 研究 ( Walker 
et al,1987) ,后 发 现 其 可 以 竞争 性 抑制 多 种 葡萄 糖 
TF ( Winchester and Fleet, 1992) ,并 且 在 昆虫 和 哺 
乳 动 物体 内 的 抑制 模式 不 同 ( Scofield et al., 1995) 。 
虽 有 研究 表明 TE TS WR (1, 6, 7, 8- 
tetrahydroxyoctahydroindolizine) 对 a- 葡 糖苷 酶 .B- 葡 
糖苷 酶 (Saul et al., 1983) PIER t ia (Pan et al., 
1983) A RETE ( Trugnan et al., 1986) 都 有 一 定 的 抑 
制作 用 。 但 是 ,关于 其 对 昆虫 海藻 糖 酶 抑制 效果 的 
人 研究 较 少 (Asano et al., 1996; Hirayama et al., 
2007 ; Forcella et al., 2010) ,也 缺乏 深入 分 析 。 
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本 研究 选取 票 精 碱 作为 一 种 海 党 糖 酶 生物 碱 类 
抑制 剂 ,研究 其 对 棉铃 虫 中 肠 组 织 可 溶性 海藻 糖 酶 
的 抑制 作用 ,探索 抑制 机 理 , 为 以 昆虫 海藻 糖 酶 为 和 
标的 特异 性 杀 虫 剂 研发 提供 理论 支持 ,并 为 进一步 
阐述 海 党 糖 酶 活性 位 点 反应 机 制 提供 帮助 。 


























1 材料 和 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

ABERIN H. armigera 5 龄 幼虫 由 农业 部 农药 检 
定 所 环境 室 人 工 饲 养 ,培养 温度 25 -28'C EX m 
度 50% ~70% 、 光 周期 14L: 10D, 
1.2 活体 抑制 试验 
1.2.1 试验 材料 制备 :用 注射 法 处 理 幼虫 ( Kono et 
al., 1993, 1994) ,使 用 微量 注射 器 向 幼虫 的 背 腔 诗 
位 注射 。 试 验 组 :向 5 龄 棉铃 虫 血 淋巴 组 织 注 射 
10 pL 浓度 分 别 为 7.5,15 和 30 pmol/L Hy 3E Ji 
( Fermentek Lid. ) ;对 照 组 :注射 10 pL IZK. f$ 
浓度 3 次 重复 ,每 重复 处 理 24 头 幼 虫 。 试 虫 在 人 工 
智能 气候 培养 箱 中 分 别 培养 10 和 20 h( 培 养 温度 
25 ~28% 、 相 对 湿度 50% ~70% 、 光 周期 14L: 10D, 
参照 Wegener & ( 2003) 和 Silva 等 (2004 ) 的 方法 提 
取 中 肠 组 织 :选取 24 头 幼 虫 先 用 水 冲洗 并 用 滤纸 吸 
净 水 ,再 将 幼虫 放 在 冰 上 冷冻 15 min 麻醉 , 置 于 冰 
盘 上 固定 后 将 整个 肠 道 全 部 取出 ,去 除 肠 道 内 由 围 
ARE E B x W, 将 中 肠 部 分 取 到 预 冷 的 125 
mmol/L NaCl 溶液 中 透析 ,进一步 去 除 其 中 过 量 的 
成 糖 ,将 透析 后 的 中 肠 于 滤纸 上 迅速 吸 干 , 放 入 离心 
管 于 -85 作 超低温 冰箱 中 备用 。 
1.2.2 游离 型 海藻 糖 酶 比 活力 测定 :游离 型 海藻 糖 
酶 活性 根据 葡萄 糖 的 生成 量 测 定 。 采 用 Silva 等 
(2006) 改进 的 方法 :将 供 试 的 幼虫 组 织 置 于 预 冷 的 






































定 3 次 。 

酶 比 活力 以 pmol glu/mg pro * 
1.3 ” 离 体 抑制 试验 
1.3.1 试验 材料 制备 :参照 1.2.1 节 活 体 实验 材料 
制备 方法 提取 5 龄 棉铃 虫 幼虫 中 肠 组 织 。 
1.3.2 游离 型 海藻 糖 酶 纯化 :游离 型 海藻 糖 酶 的 纯 
化 根据 Silva 等 (2006 ) 改进 的 方法 : 取 9%6 3k 5 tit 
铃 虫 中 肠 组 织 , 加 入 4 mL 双 蒸 水 , 冰 浴 匀 浆 , 匀 浆 液 
21 000 g 离心 30 min ,收集 上 清 为 粗 酶 液 ,在 0. 45 
hm 滤 膜 上 过 滤 后 备用 。 波 液 于 HipTrap Q FF 层 析 
柱 中 上 样 2 ~3 次 ,流速 为 1 mL/min。 层 析 柱 预先 
用 20 mmol/L Bis-Tris 起 始 缓 冲 液 , pH 7. 0 平衡 。 
用 含有 不 同 浓度 (0 ~ 1 mol/L) NaCl 的 洗 脐 缓冲 液 
( 含 不 同 浓度 Nacl 的 起 始 缓冲 液 ) 进行 洗 脱 ,收集 
用 0.3 mol/L NaCl 洗 脱 缓冲 液 洗 脱 后 的 流出 液 ,加 
ACNH,),S0, 直至 酶 液 浓度 为 1.7 mol/L; 样品 在 
4C 8 000 g 下 离心 15 min ,收集 上 清 液 进行 朴 水 层 
析 。 上 清 液 于 HiTrap Butyl FF 层 析 柱 中 上 样 [ ME 
柱 预先 用 含 1.7 mol/L (NH,),S0,,20 mmol/L Bis- 
Tris 缓冲 液 , pH 7. 0 平衡 ], JH 1. 7 mol/L 
(NH ) SO4 进 行 洗 脱 ,收集 前 3 mL 流出 液 为 海 菠 糖 
酶 纯化 酶 液 。 测 定 收集 池 中 海藻 糖 酶 的 活性 ,蛋白 
质 含量 的 测定 采用 考 马 斯 亮 蓝 染料 法 ( Bradford , 
1976) 。 酶 液 蛋 白 通过 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 测 
定 分 离 纯度 和 蛋白 分 子 量 。 
1.3.3 票 精 碱 对 可 溶性 海藻 糖 酶 离 体 抑制 率 、 抑 佣 
中 浓度 (ICa ) 测 定 :将 纯化 的 可 游 型 海藻 糠 酶 和 不 
同 浓度 范围 (3.75 ~ 30 nmolL) 的 栗 精 碱 以 1:1 
(vAv) 的 比例 30%C 预 热 5 min ,然后 与 3 倍 体积 底 物 
( 底 物 过 量 )30% 反应 15 min ,余下 参照 可 溶性 海藻 
糖 酶 活性 测定 方法 。 对 照 组 为 底 物 、 绥 冲 液 和 酶 液 
三 者 混合 物 ; 实 验 组 为 底 物 、 抑 制剂 和 酶 液 混合 物 。 


min 表示 。 
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玻璃 匀 浆 器 中 ,加 3 倍 体积 0. 025 mol/L VER — 
TW-FTES RR T SX opi (pH 6. 0) 5] 26, iD BL 4C 
12 000 g 离 心 30 min, 取 上 清 液 为 酶 液 。 取 300 pL 
酶 液 和 500 uL 底 物 (7 mmol/L 海藻 糖 含 60 pmol/L 
MnCl ) 置 于 30% 反应 15 min ,沸水 浴 S min 终止 反 
应 。 反 应 混合 物 于 4%C 下 8 700 g 离心 15 min, 取 上 
清 液 用 葡萄 糖 氧 化 酶 试剂 盒 ( 利 德 曼 公司 ) UE ST 
萄 糖 的 生成 量 。 每 组 样品 重复 测定 3 次 。 

蛋白 含量 测定 :蛋白质 含量 的 测定 采用 考 马 斯 
亮 蓝 染 料 法 (Bradford,，1976 ) ,用 牛 血清 白 蛋 白 作 为 
标准 来 测定 ,采用 SHIMADZU UV-2550 紫外 用 分 光 
光度 计 在 595 nm 处 读 取 OD 值 。 每 组 样品 重复 测 
































通过 公式 [ (对 照 组 酶 活力 - 实验 组 酶 活力 )/ 对 照 
组 酶 活力 x100% ] 计算 抑制 率 。 以 抑制 剂 终 浓度 
的 自然 对 数值 为 横 坐 标 ,剩余 酶 活性 的 百分数 为 纵 
坐标 ,进行 线性 回归 ,由 直线 方程 确定 IC;o 值 。 

1.3.4 栗 精 碱 对 可 溶性 海藻 糖 酶 抑制 类 型 及 Ki 值 
的 测定 :为 了 获取 Ki 值 ,纯化 的 海藻 糖 酶 在 不 同 底 
物 浓度 下 (1 ~7 mmol/L) 分 别 和 不 同 浓度 的 栗 精 碱 
(0 ~ 0. 02 mmol/L) 反应 ,用 Lineweaver-Burk 作 图 
法 ,在 不 同 抑制 剂 浓度 [IJ 下 ,以 1ZV-LIZLS] 作 图 ,以 
不 同 曲线 的 相交 情况 判定 抑制 剂 的 抑制 类 型 ;用 
Dixon 作 图 法 ,绘制 不 同 LS 浓度 下 1AV-[1] ,各 线 的 
交点 横 坐 标的 绝对 值 即 是 Ki。 
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1.4 数据 分 析 
加 入 各 浓度 栗 精 碱 后 海藻 糖 酶 活性 变化 数值 条 














纯化 的 酶 液 进行 SDS- 聚 丙 炳 酰胺 凝 胶 电泳 ,得 
到 一 条 分 子 量 约 为 67 kDa 的 清晰 条 带 ,证 明 已 经 分 





用 一 般 线 性 模型 进行 方差 分 析 , 对 方差 分 析 显著 的 
数据 进一步 采用 LSD 进行 多 重 比较 ,检验 不 同 酶 活 
性 间 的 差异 。 所 有 数据 分 析 均 在 SPSS 12. 0 软件 上 
进行 。 


2 结果 


2.1 棉铃 虫 中 肠 可 溶 型 海藻 糖 酶 纯化 结果 

棉铃 虫 中 肠 可 溶 型 海藻 糖 酶 的 纯化 结果 见 表 
1 ,纯化 海藻 糖 酶 活性 占 到 总 活性 的 71% 。 从 中 肠 
组 织 粗 提取 的 可 洲 型 海藻 糖 酶 酶 液 需 要 经 过 离子 交 
换 层 析 和 玻 水 层 析 2 步 层 析 过 滤 。 经 过 第 1 步 
HipTrap Q FF 层 析 柱 , 酶 液 回收 率 为 88% ,纯化 倍 
数 为 5.59 +0.12。 经 过 第 2 步 HiTrap Butyl FF 层 
析 柱 , 酶 液 的 最 终 回收 率 为 67.57% ,最 终 纯 化 倍数 
为 23.84, 此 时 纯化 的 可 溶性 海藻 糖 酶 比 活 力 为 
2.022 +0.0211 U/ mg 蛋白 。 





离 得 到 了 纯度 较 高 的 可 溶 型 海藻 糖 酶 蛋白 。 
kDa M 1 
97.4 一 tet 


一 t "e — 67 kDa 











43 — up 
3] — ss 
21 一 ww 
14 一 
图 1 纯化 后 棉铃 虫 5 龄 幼虫 海藻 糖 酶 SDS- 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胺 电泳 图 谱 





Fig. 1 SDS-PAGE electrophoretogram of the purified trehelase 
from the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 

M: 标准 蛋白 质 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1: 纯化 后 的 

海藻 糖 酶 Purified trehalase. 














表 1 棉铃 虫 5 龄 幼虫 中 肠 可 溶性 海藻 糖 酶 纯化 结果 


Table 1 Purification results of midgut soluble trehalase from the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 












































WE 总 蛋白 含量 (mg) 总 酶 活性 (U) 酶 比 活力 (UZmg) 回收 率 (% ) 纯化 倍数 
Step Total protein content Total enzyme activity Specific activity of enzyme Recovery rate Purification fold 
FINE 1 618.39 +1.47 137.24 +1.57 0.0848 +0. 0011 100 1.00 
Crude enzyme 
HipTrap Q FF 层 析 柱 
HipTrap Q BP chrömatography colum 254.98 +1.31 120. 86 +1.32 0.474 +0. 0221 88.06 5.59 
Don ccu 187.5 +1.03 92.73 +1.02 2.022 «0.0211 67.57 23.84 
HiTrap Butyl FF chromatography column 
2.2 票 精 碱 对 棉铃 虫 中 肠 组 织 可 溶 型 海藻 糖 酶 的 80r 
离 体 抑制 A 
DAE " MES sie y e— 
栗 精 碱 对 纯化 的 棉铃 虫 中 肠 组 织 可 溶 型 海藻 糖 & E sot 
MA S 
酶 离 体 抑制 实验 表明 , 离 体 抑制 随 栗 精 碱 添加 浓度 xz el 
增高 ,抑制 效果 显著 。 浓 度 为 3.75, 7.5, 15 $130 RE ol 
pmol/L HIRIE ORAS E 76:70 YA OBERE RIS HT f 338 4) 20 10[ 
为 42.00% , 50.30% , 58.3296 和 67.33% 。 抑 制 中 06 1 2 3 4 
In[I] 


KE (IC4) 2g 7.32 pmol/L( 图 2)。 通 过 Lineweaver- 
Burk 和 Dixon {ERNA , 153-88] 98 fei d hh 6 d rp UH 
织 可 溶 型 海藻 糖 酶 的 一 种 竞争 性 抑制 剂 ( 图 3 和 
4) ,Ki 值 为 4.9 pmol/L, 

2.3 栗 精 碱 对 棉铃 虫 中 肠 组 织 可 溶 型 海藻 糖 酶 的 
活体 抑制 

2.3.1 对 中 肠 组 织 海棠 糖 酶 影响 : 栗 精 碱 对 槐 铃 虫 
幼虫 中 肠 组 织 可 溶 型 海藻 糖 酶 活体 抑制 效果 随 着 时 



































图 2 栗 精 碱 对 棉铃 虫 5 龄 幼虫 可 溶 型 海藻 糖 酶 
抑制 中 浓度 (ICs ) 


Fig. 2 Inhibitory medium concentration (ICs) of 








castanospermine on the soluble trehelase extracted from 


the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 


间 和 注射 浓度 的 不 同 呈 现 相 似 的 趋势 (图 5) 。 抑 制 
效果 随 着 抑制 剂 浓度 的 增加 而 增强 。 注 射 不 同 浓度 
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图 3 栗 精 碱 对 棉铃 虫 5 龄 幼虫 可 溶 型 海藻 糖 酶 体外 
抑制 Lineweaver-Burk 曲线 


Fig. 3  Lineweaver-Burk plot of in vitro inhibition of 





























castanospermine on the soluble trehalase extracted from the 


5th instar larvae of Helicoverpa armigera 


+ | mmol/L m 3 mmol/L 4 5 mmol/L 
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图 4 IERA 5 龄 幼虫 可 浴 型 海藻 糖 酶 

体外 抑制 Dixon 图 


Fig. 4 Dixon plot of in vitro inhibition of castanospermine 
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on the soluble trehalase extracted from the 5th instar 


larvae of Helicoverpa armigera 


栗 精 碱 10 h J, SEHR ES d 271 R npa 2B 2 T TCR TER 
粮 酶 抑制 显著 (P<0.05)。 其 中 ,注射 10 pL 7.5 
pmol/L 栗 精 碱 后 ,中 肠 组 织 游离 型 海藻 糖 酶 活性 为 
0. 197 umol 葡萄 糖 /mg pro * min, 是 对 照 组 活性 
(0.225 umol 葡萄 糖 /mg pro * min) I5] 87. 5096 ,抑制 率 
2j 20.3196 ;注射 10 uL 15 umol/L 栗 精 碱 后 ,中 肠 组 
织 游离 型 海藻 糖 酶 活性 为 0. 166 pmol 葡萄糖/mg 
pro * min ,抑制 率 为 33.02% ;注射 10 pL 30 pumol/L 3E 
精 碱 后 ,中 肠 组 织 游离 型 海 蓉 糖 酶 活性 为 0. 158 pmol 
葡萄糖/mg pro * min ,抑制 率 为 36.00% 。 注 射 不 同 浓 
度 栗 精 碱 胁 迫 5 龄 棉铃 虫 20 h 后 ,其 中 肠 可 溶 型 海 
藻 糖 酶 活性 被 显著 抑制 (P<0.05), 但 与 10b 相 比 
这 种 变化 不 显著 (P >0.05)。 

2.3.2 对 血 淋 巴 组 织 海藻 糖 影响 : 栗 精 碱 胁迫 


























10 和 20 h 后 , 血 淋 巴 组 织 海棠 糖 含量 和 对 照 组 比 都 
显著 增加 (P<0.05)( 图 6)。 其 中 注射 7.5, 15 和 


m 水 Water (CK) m 7.5 pmol/L 
15 umol/L 
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注射 后 时 间 
Time after injection (h) 
图 5 不 同 浓 度 栗 精 碱 对 棉铃 虫 5 龄 幼虫 中 肠 可 溶 型 
海藻 糖 酶 活体 抑制 


Fig. 5 In vivo inhibition of castanospermine on midgut 


可 深 型 海藻 糖 酶 活性 (nmol glu/ mg promin) 





























soluble trehelase extracted from the Sth instar larvae 
of Helicoverpa armigera 
柱 形 图 上 标 有 不 同 小 写字 母 的 表示 经 LSD 检验 在 a =0.05 水 平 差 
异 显著 ;下 同 。Different lowercase letters above bars indicate significant 
difference at a 20.05 (LSD). 图 6 和 7 [E], The same for Figs. 6 and 7. 




















m 水 Water (CK) m 7.5 pmol/L 
E 15 pmol/L o 30 umol/L 





海藻 糖 含量 (ug 
Trehalose content 





注射 后 时 间 


Time after injection (h) 











图 6 不 同 浓度 栗 精 碱 对 棉铃 虫 5 龄 幼虫 血 淋 巴 
海藻 糖 含量 影响 


Fig. 6 Trehalose content in the hemolymph of the 5th instar 








larvae of Helicoverpa armigera after injection of 


castanospermine in different concentrations 


30 pmol/L EWR 10 h 后 , 血 淋 巴 海藻 糖 含量 和 对 
照 组 比分 别 增加 了 115.7% , 73.2% 和 30.4% 。 随 
着 注射 时 间 的 增长 (10 和 20 h) , 血 淋 巴 海藻 糖 含量 
旦 显著 增加 趋势 (P <0.05)。 

2.3.3 ”对 血 淋 巴 组 织 葡萄 糖 影 响 :如 图 7 所 示 , 注 
射 栗 精 碱 10 h 后 , 血 淋 巴 中 葡萄 糖 含量 高 于 对 照 组 
CP «0. 05) ,并 随 注射 栗 精 碱 浓 度 的 增加 而 显 背 降 
低 (P<0.05) ,注射 7.5, 15 和 30 pmol/L 栗 精 碱 后 
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m 水 Water (CK) B. 7.5 pmol/L 
o 30 umol/L 


30r m15gmol/L 


和 葡萄糖 浓 度 (mmolD) 
Glucose concentration 











注射 后 时 间 
Time after injection (h) 
图 7 WEKRE RIEA Et Hb 5 龄 幼虫 血 淋 巴 
葡萄 糖 含量 影响 
Fig. 7 Glucose content in the hemolymph of the 5th instar 











larvae of Helicoverpa armigera after injection of 


castanospermine in different concentrations 





血 淋 巴 葡萄 糖 含量 和 对 照 组 比分 别 增 加 了 62. 796 , 
45.696 和 10.0% 。 注 射 栗 精 碱 20 h Jr , tfe EL HP fT 
欧 糖 浓度 都 下 降 到 对 照 水 平 以 下 , 其 中 注射 
30 kmol/L 栗 精 碱 组 血 淋 巴 葡萄糖 浓 度 是 注射 10 h 
后 的 20.9% ;而 注射 15 和 10 pmol/L 组 分 别 下 降 到 
10 h 浓度 的 48.2% 和 68.4% 。 











3 讨论 


海藻 糖 酶 在 葡萄 糖 代谢 中 的 关键 地 位 使 其 成 为 
控制 害虫 的 重要 的 靶 标 酶 (Silva et al., 2006), H 
前 已 从 多 种 昆虫 中 分 离 纯化 出 海藻 糖 酶 ,并 且 这 个 
数目 还 在 不 断 增 加 (Jin and Zheng, 2009) 。 

之 前 的 研究 显示 ,对 于 很 多 昆虫 来 说 ,中 肠 组 织 
中 可 溶 型 海藻 糖 酶 活性 显著 高 于 其 他 组 织 (于 彩虹 
等 , 2013) 。 从 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 和 
JE C Chironomus riparius 幼虫 中 肠 组 织 纯 化 得 到 的 
可 溶 型 海藻 糖 酶 占 到 总 活性 的 90% (Silva et al., 
2006) 和 62% ( Forcella et al., 2010) , m EL BG 3$ Eb 
虫 的 生长 发 育 , 其 对 于 能 量 的 需求 增加 ,海藻 糖 酶 对 
调节 昆虫 的 能 量 代 谢 起 到 重要 作用 (于 彩虹 等 ， 



























































在 之 前 的 研究 中 ,选用 多 种 植物 源 化 合 物 ,研究 
其 对 昆虫 海藻 糖 酶 抑制 效果 ,证 明了 B- 葡 萄 糖苷 类 
化 合 物 (Silva et al., 2006; 于 彩虹 等 , 2011) 和 糖苷 
生物 碱 ( Hirayama et al., 2007 ) 为 海藻 糖 酶 抑制 剂 。 
本 研究 选取 的 栗 精 碱 为 一 种 糖苷 生物 碱 ,通过 实验 
证 明 栗 精 碱 对 棉铃 虫 中 肠 组 织 可 游 型 海藻 糖 酶 的 竞 
争 性 抑制 剂 (Ki =4.9 umol/L) ,为 微 摩尔 级 。 和 报 
道 过 的 其 余 中 上 肠 可 溶 型 海藻 糖 酶 竞争 性 抑制 剂 相 比 
(ZE ff: Ki 20.92 mmol/L; fj El : Ki 2 1. 14 mmol/L; 
水 扬 苷 :Ki = 19 mmol/L) (Silva et al., 2006) , 9E fi 
碱 是 一 种 非常 有 将 的 抑制 剂 。 栗 精 碱 对 棉铃 虫 中 肠 
组 织 可 溶 型 海藻 糖 酶 的 抑制 中 浓度 为 7. 32 umol/ 
LL, 而 从 桑 叶 乳 汁 中 提取 的 拟 糖 植物 碱 化 合 物 DNJ 和 
DNB-I 对 曹 麻 和 蛋 幼 虫 中 肠 组 织 可 深 型 海藻 糖 酶 抑制 
中 浓度 为 4 和 1.9 pmol/L, X RE h PHR 
可 溶 型 海棠 糖 酶 抑制 中 浓度 为 400 和 140 pmol/L 
(Konno et al., 2006; Hirayama et al., 2007) 。 

有 研究 表明 ,将 海藻 糖 酶 抑制 剂 注射 ( 饲 喂 ) 到 
昆虫 体内 ,中 肠 海 藻 糖 酶 活性 下 降 显 著 , 甚 至 可 致死 
昆虫 (Kono et al., 1993, 1994; Silva et al., 2004) 。 
将 栗 精 碱 注射 到 棉铃 虫 体内 ,其 中 肠 海 党 糖 酶 活性 
随 着 注射 剂 浓度 的 增加 而 显著 下 降 (P <0.05), 而 
不 同 反 应 时 间 (10 和 20 h) 酶 活性 差异 不 大 (P > 
0.05), 。 研 究 显 示 , 在 大 多 数 昆虫 代 谢 过 程 中 ,海棠 
糖 处 于 一 个 稳定 的 循环 状态 (Saito，1963 ) , YE DEB 
酶 通过 控制 海棠 糖 降解 从 而 维持 稳 态 平衡 
(Friedman, 1961; Murphy and Wyatt, 1965) 。 本 研 
究 中 注射 海棠 糖 酶 抑制 剂 致使 血 淋 巴 海棠 糖 含量 持 
续 升 高 (图 6) 。 这 种 变化 也 可 能 是 由 于 稳 态 平衡 被 
破坏 的 结果 。 和 预期 不 同 的 是 ,在 注射 栗 精 碱 10 h 
后 , 血 淋 巴 葡萄 糖 含量 高 于 对 照 水 平 ( 图 7) 。 此 时 
血 淋 巴 组 织 海藻 糖 含量 大 量 增加 ,和 葡萄糖 浓度 小 量 
增加 ,由 于 海藻 糖 与 昆虫 抗 逆 性 有 着 密切 关系 ,这 可 
能 是 由 于 在 毒物 胁迫 下 ,海藻 糖 的 合成 速度 大 于 分 
解 速度 ( Nath, 2002)。 在 注射 栗 精 碱 20 h 后 , 血 淋 
巴 和 葡萄 糖 浓 度 急 剧 下 降 , 低 于 对 照 水平 , 从 而 使 棉铃 



















































































2013 ) 。 纯 化 得 到 的 棉铃 虫 中 上 肠 海 藻 糖 酶 主要 为 可 
溶 型 。 研 究 表明 ,纯化 得 到 的 昆虫 幼虫 可 溶 型 海藻 
糖 酶 分 子 量 在 60 ~70 kDa 之 间 (Vaandrager et al., 
1989; Su et al., 1993) ,本 研究 通过 离子 交换 层 析 和 
BUKET ,从 棉铃 虫 中 肠 纯化 得 到 可 洲 型 海藻 糖 酶 。 
过 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 腕 电泳 测定 其 分 子 量 约 为 
67 kDa ,与 前 人 研究 基本 一 致 。 
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虫 能 量 供给 出 现 障碍 。 和 葡萄 糖 浓 度 的 下 降 被 认为 是 
注射 海藻 糖 酶 抑制 剂 所 产生 的 效果 ,并 且 是 造成 昆 
虫 死 亡 的 原因 (Wegener et al., 2003) 。 我 们 猜测 ， 
注射 栗 精 碱 到 棉铃 虫 血 淋巴 组 织 中 , 它 随即 被 吸收 
到 中 肠 组 织 中 (Santos et al., 1986) ,抑制 中 肠 组 织 
的 海 滞 糖 酶 活性 ,进而 阻碍 血 淋 巴 海藻 糖 的 分 解 
(Terra and Ferreira, 1994) , 即 葡 萄 糖 一 方面 被 昆虫 
能 量 代谢 利用 而 另 一 方面 却 无 法 靠 海 滞 糖 水 解 补 
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给 ,从 而 使 血 淋 巴 和 葡萄糖 浓 度 下 降 。Hirayama 
(2007) 从 桑 叶 乳胶 中 提取 出 拟 糖 生物 碱 ,研究 它 对 
BEA H K Ed R EORR e KEARE ,发 现在 曹 麻 
Arp , URE DDR E c CUR C P RE 2H 2, ER i 
酶 T5 CER IET PE , BELTS REOR 海藻 糖 的 吸收 。 而 家 
看 由 于 长 期 进化 结果 ,可 以 通过 大 量 合 成 万 糖 酶 和 
海藻 糖 酶 来 适应 桑 叶 环境 ,从 而 对 桑 叶 中 的 拟 糖 生 
物 碱 不 敏感 。 而 票 精 硕 也 并 不 以 海 沪 糖 酶 为 唯一 靶 
标 , 它 对 昆虫 体内 的 莽 糖 酶 、 葡 萄 糖苷 酶 等 在 昆虫 能 
量 代谢 中 起 关键 作用 的 酶 都 有 很 强 的 抑制 作用 
(Saul et al., 1983)。 所 以 在 栗 精 碱 胁迫 下 ,棉铃 忠 
中 肠 可 浴 型 海棠 糖 酶 的 变化 可 以 认为 是 一 系列 生理 
生化 调节 后 引起 的 。 

本 人 研究 论证 了 栗 精 碱 对 棉铃 虫 幼虫 可 溶 型 海藻 
糖 酶 活体 和 离 体 的 抑制 情况 。 研 究 发 现 栗 精 碱 可 以 
作为 棉铃 虫 海棠 糖 酶 的 一 种 有 效 的 竞争 性 抑制 剂 ， 
为 进一步 研究 海藻 糖 酶 活性 位 点 结构 和 活性 位 点 化 
学 图 谱 , 以 及 开发 海 营 糖 酶 抑制 剂 的 植物 源 农药 芮 
定 了 基础 。 
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